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Zoznam použitých skratiek a symbolov 
 
 
2AB6MDTPA 2-(4-aminobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina  
2ITCB6MDTPA 2-(4-izotiokyanatobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová 
     kyselina 
DOTA 1,4,7,10-tetraazacyklododekán-1,4,7,10-tetraoctová kyselina 
DO3A 1,4,7,10-tetraazacyklododekán-1,4,7-trioctová kyslina 
DTPA dietyléntriamínpentaoctová kyselina 
EDC 1-etyl-3-[3-(dimetylamino)propyl]karbodiimid 
EDTA etyléndiamíntetraoctová kyselina 
EGTA etylénglykoltetraoctová kyselina 
HP-DO3A 10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekán-1,4,7-tri- 
 octová kyselina 
LOQ limit kvantifikácie  
MAb monoklonálna protilátka 
MAbC konjugát monoklonálnej protilátky s chelátorom 
MTB metyltymolová modrá 
nL počet jednotiek chelátoru naviazaných na jednu molekulu MAb 
NOTA 1,4,7-triazacyklononán-1,4,7-trioctová kyselina 
NTA nitrilotrioctová kyselina 
PABA p-aminobenzoová kyselina 
SR-3AB5MDTPA (3S, 5R)-3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová 
 kyselina 
SS-3AB5MDTPA (3S, 5S)-3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová 
 kyselina 
sulfo-NHS N-hydroxysulfosukcinimid 
TETA 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekán-1,4,8,11-tetraoctová kyslina 
TRITA 1,4,7,10-tetraazacyklotridekán-1,4,7,10-tetraoctová kyselina 
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1  Úvod 
 
 
1.1 Cieľ práce 
 
 
Cieľom predkladanej diplomovej práce je vývoj a aplikácia metód pre stanovenie 
derivátov dietyléntriamínpentaoctovej kyseliny (DTPA) a jej konjugátov s mono-
klonálnymi protilátkami. Tieto látky, ktoré patria do skupiny bifunkčných chelátorov, 
nachádzajú široké uplatnenie ako rádiobiofarmaceutika v diagnostikovaní a liečbe 
nádorových ochorení. 
Prvá časť diplomovej práce je venovaná metódam stanovenia čistoty derivátov 
DTPA a stanovenia naviazaných izotiokyanátových funkčných skupín na týchto 
derivátoch. 
V druhej časti diplomovej práce bola overená novonavrhnutá metóda stanovenia 
počtu naviazaných jednotiek bifunkčného chelátora na jednu molekulu monoklonálnej 
protilátky. Vzhľadom k tomu, že pri príprave konjugátov bifunkčných chelátorov 
s monoklonálnymi protilátkami nie je možné presne riadiť počet naviazaných 
bifunkčných chelátorov na jednu molekulu monoklonálnej protilátky, je veľmi dôležité 
nájsť lacnú a rýchlu analytickú metódu k ich presnému stanoveniu v jednotlivých 
pripravených šaržiach konjugátov. Takou metódou je nepriame spektrofotometrické 
stanovenie založené na vyväzovaní kovových iónov z ich komplexov s metyltymolovou 
modrou. Presnosť tejto metódy bola overená premeraním vzoriek konjugátov 
analyzovaných v predchádzajúcej práci1. Správnosť tejto metódy bola potom overovaná 
pomocou fluorescenčnej a hmotnostnej spektrometrie. 
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1.2 Rádiofarmaka 
 
 
Liečivé prípravky, ktoré obsahujú chemicky alebo biologicky aktívne látky a ich 
účinnou zložkou je rádionuklid ako zdroj ionizujúceho žiarenia, sa nazývajú 
rádiofarmaka. Používajú sa hlavne pri diagnostike a liečbe nádorových ochorení2. 
Rádionuklid je vždy charakterizovaný svojim polčasom rozpadu a druhom 
a energiou žiarenia, ktoré vyžaruje. Požiadavky na liečivé prípravky obsahujúce 
rádionuklid (rádiofarmaká), ktoré sú používané v humánnej medicíne, sú uvedené 
v literatúre3. Pre rádionuklid používaný v diagnostike je dôležité, aby vyžaroval γ alebo 
β+ žiarenie, jeho polčas rozpadu bol primeraný dĺžke vyšetrenia a produkt jeho rozpadu 
bol stabilný. Pre rádionuklid používaný v liečbe je dôležité, aby vyžaroval β– alebo α 
žiarenie a jeho polčas rozpadu bol úmerný dĺžke liečby a produkt rozpadu by mal byť 
tiež stabilný4. 
Pre využívanie potenciálneho rádionuklidu v medicíne je veľmi dôležité, aby 
tento rádionuklid zasiahol iba cieľové miesto, pre ktoré je určený (napr. nádorové 
bunky), a aby nepoškodzoval zdravé tkanivo pacienta5. Z tohto dôvodu je dôležité 
skúmať možný dopad dávky rádionuklidu, ktorému je pacient vystavený počas 
diagnostikovania alebo liečenia a tým navrhnúť jeho vhodné dávkovanie6. 
Najčastejšie používané rádionuklidy, ktoré sa uplatňujú pri príprave 
rádiofarmák, sú 131I, 123I, 109Pb, 99mTc, 90Y, 67Ga, 67Cu, 57Co a mnohé iné7. 
Medzi hlavných zástupcov rádionuklidov používaných v diagnostikovaní 
ochorenia patria 111In a 99mTc. Nuklid 111In má uplatnenie v diagnostike nádorových 
ochorení hlavne preto, že vyžaruje pre diagnostiku vhodné γ žiarenie8. Nuklid 99mTc má 
výhodu pri diagnostikovaní v tom, že je žiarič γ žiarenia a má krátky polčas rozpadu9. 
Medzi najčastejšie používané rádionuklidy v liečbe nádorových ochorení 
vyžarujúce β– žiarenie patria 90Y a 131I. Nuklid 131I je ľahko dostupný, je pomerne lacný, 
ale jeho nevýhodou je, že okrem β– žiarenia vyžaruje aj γ žiarenie. Na rozdiel od 131I má 
však 90Y nevýhodu v tom, že je v prírode málo zastúpený. Avšak pre svoju schopnosť 
vyžarovať čisté β– žiarenie, ktoré na rozdiel od γ žiarenia nepreniká do hĺbky tkaniva 
pacienta, je vhodný pre cielenú liečbu nádorov10, 11. Ďalšou výhodou 90Y je účinnosť 
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dosahu jeho žiarenia, ktorá dosahuje 12 mm oproti iba 2 mm pri 131I. Z tohto dôvodu je 
vhodný i na liečbu veľkých nádorov12. Iné rádionuklidy vyžarujúce β– žiarenie, ktoré sa 
využívajú, alebo by sa mohli využívať pri liečbe nádorových ochorení, sú 67Cu, 177Lu 
a 186Re, resp. 188Re. Problém 67Cu je však v jeho vysokej špecifickej aktivite13. Nuklid 
177Lu je svojimi chemickými vlastnosťami podobný 90Y, ale vo svojich fyzikálnych 
vlastnostiach (hlavne v polčase rozpadu) je podobný 131I (cit.14). Nuklidy 186Re, resp. 
188Re vyžarujú podobne ako 131I  γ žiarenie15. 
Využitie rádionuklidov vyžarujúcich α žiarenie v liečbe nádorových ochorení je 
ovplyvnené polčasom rozpadu, schopnosťou vytvárať konjugáty s monoklonálnymi 
protilátkami, ktorých tvorba musí byť rýchla. Tieto rádionuklidy sú najvhodnejšie na 
liečbu mikrometastáz alebo v liečbe cirkulujúcich nádorových buniek. Nie sú vhodné na 
liečbu veľkých nádorov. Medzi hlavné rádionuklidy vyžarujúce α žiarenie, ktoré boli 
študované, patria 212Bi, 213Bi, 211At, 212Pb, 225Ac, 225Fm, 223Ra, 149Tb (cit.16, 17).  
 
 
1.3 Biofarmaceutika 
 
 
Biofarmaceutika sú liečivé prípravky, ktoré sa získavajú metódami odlišnými od metód, 
ktorými sa získavajú klasické liečivé prípravky. Medzi tieto metódy patrí napríklad 
príprava liekov pomocou rekombinantných technológií, prípadne je pôvod týchto liekov 
genetický, alebo to sú vakcíny a lieky typu monoklonálnych protilátok18. 
Práve monoklonálne protilátky zaujímajú medzi biofarmaceutikami významné 
miesto. Ich použitie v medicíne je široké. Používajú sa napríklad na potlačenie 
aloimunitných (transplantačných) reakcií, liečbe autoimunitných ochorení, ale aj pri 
liečbe nádorových ochorení. 
Protilátky vznikajú pri imunitnej odpovedi organizmu na látky, ktoré 
organizmus rozpoznáva ako cudzie (tzv. antigény). Protilátky sú zamerané proti rôznym 
epitopom antigénu, sú teda polyklonálne a sú tvorené veľkým počtom klonov B 
lymfocytov19. Tieto polyklonálne protilátky nie sú vhodné pre cielenú liečbu 
nádorových ochorení. Až objavenie technológie prípravy monoklonálnych 
protilátok20, 21, ktoré sú presne špecifické práve proti jedinému epitopu antigénu, 
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umožnilo využitie protilátok ako presný nástroj na diagnostiku a liečbu celej rady 
chorôb. 
V medicíne sa dnes využívajú rôzne upravené monoklonálne protilátky, čím sa 
zvyšuje ich účinnosť v liečbe22. Väčšina monoklonálnych protilátok pre liečbu 
nádorových ochorení je v podobe nekonjugovaných monoklonálnych protilátok23, 
ktorých úlohou je označiť cieľové miesto liečby naviazaním na proteíny, ktoré sa 
špecificky vyskytujú na nádorových bunkách a tým sú schopné stimulovať imunitnú 
odpoveď pacienta proti týmto bunkám24. 
Stúpajúci význam v liečbe nádorov majú monoklonálne protilátky, ktoré majú 
na sebe kovalentne naviazaný bifunkčný chelátor. Tento chelátor na seba viaže 
rádionuklid, ktorý potom slúži ako aktívna zložka pri liečbe nádorov (obr. 1.1). Väzba 
rádionuklidu na bifunkčný chelátor musí byť termodynamický stabilná, aby nedošlo 
k uvoľneniu rádionuklidu in vivo ešte pred dosiahnutím cieľového miesta liečby25, 26. 
Ideálne rádiofarmaceutikum by malo lokalizovať nádor v takej koncentrácii, ktorá je 
dosť cytotoxická pre nádorové bunky a zároveň sa rýchlo vyčistí z krvi a iných orgánov, 
aby sa znížilo riziko radiačného poškodenia zdravého tkaniva27.  
 
 
 
Obr. 1.1 Konjugácia monoklonálnej protilátky s bifunkčným chelátorom (upravené podľa25). 
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1.4 Chelátory používané vo farmácii 
  ako nosiče rádionuklidov 
 
 
Ako nosiče rádionuklidov, ktoré sa uplatňujú v medicíne, sa používajú organické 
chelátory. Tieto látky slúžia ako bifunkčné chelátory so silnou chelatačnou skupinou na 
jednom konci, ktorá vytvára väzbu s rádionuklidom, a reaktívnou funkčnou skupinou na 
druhom konci, ktorá vytvára väzbu s monoklonálnou protilátkou, alebo častejšie 
s linkerom, ktorý až následne vytvára kovalentnú väzbu s monoklonálnou protilátkou28. 
Bežne používané chelátory vytvárajúce stabilné komplexy s iónmi kovov sú 
etyléndiamíntetraoctová kyselina (EDTA) a dietyléntriamínpentaoctová kyselina 
(DTPA). Štruktúrne vzorce sú uvedené na obr. 1.2. Naviazaním reaktívnej skupiny, ako 
napríklad izotiokyanátovej alebo bromoacetamidovej skupiny29, na tieto kyseliny vzniká 
možnosť vytvoriť väzbu s proteínom alebo monoklonálnou protilátkou. U DTPA boli 
vytvorené aj rôzne deriváty, z ktorých je bežný hlavne cyklohexyl-DTPA derivát4, 30. 
Tento derivát tvorí stabilnejšie komplexy s kovovými iónmi Y3+ a inými kovmi, než 
samotná DTPA. Okrem EDTA a  DTPA sa študovali aj nitrilotrioctová kyselina (NTA), 
etylénglykoltetraoctová kyselina (EGTA) a ich izotiokyanátové deriváty, ktoré sa dnes 
už neštudujú, pretože ich konštanty stability sú nízke31. Poradie stability polyamino-
karboxylových komplexov s kovmi je nasledovné: NTA < EGTA < EDTA < DTPA. 
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Obr. 1.2 Štruktúrne vzorce (a) etyléndiamíntetraoctovej kyseliny (EDTA)  
a (b) dietyléntriamínpentaoctovej kyseliny (DTPA). 
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V súčasnosti sa vedľa polyaminokarboxylových kyselín používajú ako 
bifunkčné chelátory aj tetraazamakrocyklické chelátory. Tieto chelátory vytvárajú 
stabilnejšie komplexy, než sú komplexy odvodené od EDTA a DTPA, čím sa výrazne 
znižuje riziko uvoľnenia kovu z komplexu, a tým sa minimalizuje toxický účinok kovu 
na zdravé tkanivo32. Medzi tetraazamakrocyklické chelátory patria napríklad 1,4,7,10- 
-tetraazacyklodekán-1,4,7,10-tetraoctová kyselina (DOTA), 1,4,7,10-tetraaza-cyklotri-
dekán-1,4,7,10-tetraoctová kyselina (TRITA), 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekán- 
-1,4,8,11-tetraoctová kyselina (TETA) a ich rôzne deriváty. Štruktúrne vzorce týchto 
kyselín sú zobrazené na obr. 1.3. Tieto chelátory tvoria veľmi stabilné komplexy 
s iónmi kovov Cu2+, Co2+, Ni2+ a Zn2+, pričom stabilita komplexov týchto chelátorov 
s týmito kovmi je v poradí TETA < TRITA < DOTA (cit.33). Komplexy DOTA sú 
veľmi stabilné, čo umožňuje ich využitie v medicíne pri zobrazovaní pomocou 
magnetickej rezonancie, pri diagnostikovaní nádorových ochorení a  pri samotnej liečbe 
nádorov34. Problémom  konjugátov s DOTA je malá účinnosť ich tvorby pri 
laboratórnej teplote35. Zvýšením teploty nad 50 ºC sa síce výrazne zlepší účinnosť 
tvorby konjugátu, ale nastáva riziko degradácie proteínov, alebo k strate 
imunoreaktivity monoklonálnych protilátok tvoriacich súčasť konjugátu. 
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Obr. 1.3 Štruktúrne vzorce (a) 1,4,7,10-tetraazacyklodekán-1,4,7,10-tetraoctovej kyseliny (DOTA), 
(b) 1,4,7,10-tetraazacyklotridekán-1,4,7,10-tetraoctovej kyseliny (TRITA), 1,4,8,11-tetraazacyklotetra-
dekán-1,4,8,11-tetraoctovej kyseliny (TETA). 
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Štúdium niektorých derivátov DOTA, napr. 1,4,7,10-tetraazacyklododekán- 
-1,4,7-trioctová kyselina (DO3A) a 10-[2-hydroxypropyl]-1,4,7,10-tetra-azacyklo-
dodekán-1,4,7-trioctová kyselina (HP-DO3A), ukázali, že komplexy týchto derivátov 
vykazujú menšiu stabilitu než komplexy DOTA, pričom DO3A má dokonca menšiu 
stability ako DTPA36. Naopak, derivát nitobenzyl–DOTA vytvára spolu s 90Y extrémne 
stabilné komplexy za fyziologických podmienok v ľudskom sére28.  
Komplexy s kovovým iónom 90Y s porovnateľnou stabilitou ako má chelátor 
DOTA tvorí 1,4,7-triazacyklononán-1,4,7-trioctová kyselina (NOTA) a zároveň má 
vyššiu rýchlosť komplexácie s 90Y než má DOTA. Tento chelátor môže mať na svojej 
makrocyklickej štruktúre naviazanú donorovú bis(karboxymetyl)amínovú skupinu, 
ktorá je na makrocyklickú štruktúru naviazaná buď cez etylénový alebo propylénový 
mostík37. Štruktúrne vzorce chelátoru NOTA a modifikovaného derivátu NOTA 
bis(karboxymetyl)amínovou skupinou cez etylénový mostík sú zobrazené na obr. 1.4. 
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Obr. 1.4 Štruktúrne vzorce (a) 1,4,7-triazacyklononán-1,4,7-trioctovej kyseliny (NOTA) a  
(b) modifikovanej NOTA bis(karboxymetyl)amínovou skupinou cez etylénový mostík. 
 
 
Ako už bolo spomenuté na začiatku tejto kapitoly, bifunkčné chelátory musia 
okrem chelatačnej skupiny obsahovať aj reaktívnu skupinu, na ktorú sa kovalentne 
viaže linker, ktorý následne vytvára kovalentnú väzbu s monoklonálnou protilátkou. 
Práve v  skorších štúdiách konjugácie 6-[p-(bromoacetamido)benzyl]-1,4,8,11-tetraaza-
cyklotetradekán-1,4,8,11-tetraoctovou kyselinou s monoklonálnou protilátkou sa ako 
výhodné ukázalo vytvoriť nejaký linker, ktorý tieto dve štruktúry spojí. Linker riadi 
tvorbu konjugátu, zachováva imunoreaktivitu monoklonálnej protilátky a  produkuje 
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pevný pomer chelátor/protilátka. Príkladom, ako vytvoriť väzbu linkera 
s monoklonálnou protilátkou, je použitie 2-iminotiolánu38. Ďalší takýto linker je 
napríklad nitrobenzylová skupina28. Iná metóda umožňujúca spojenie monoklonálnej 
protilátky s bifunkčným chelátorom je založená na využití N-hyroxysulfosukcinimidu 
(sulfo-NHS). Príkladom môže byť konjugácia DOTA s proteínom39. Táto reakcia si 
najprv vyžaduje aktiváciu karboxylovej skupiny na molekule chelátoru DOTA so sulfo-
-NHS a 1-etyl-3-[3-(dimetylamino)propyl]karbodiimidom (EDC). Táto reakcia je 
zobrazená na obr. 1.5. Niektoré ďalšie linkery sú uvedené v literatúre40.  
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Obr. 1.5 Spojenie bifunkčného chelátoru s monoklonálnou protilátkou pomocou sulfo-NHS a EDC. 
 
Tento stručný prehľad najbežnejšie používaných bifunkčných chelátorov 
nemôže byť v žiadnom prípade vyčerpávajúci, pretože súčasný výskum v tejto oblasti 
ponúka čoraz viac týchto chelátorov a ich modifikácií.  
V tejto práci som pracoval s novosyntetizovanými bifunkčnými chelátormi 
odvodenými od DTPA, ktorých syntézu popísal Beneš a kol.41 Išlo o dva 
diastereoizoméry 3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctovej kyseliny a dva 
funkčné deriváty 2-(4-benzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctovej kyseliny, ktorých 
štruktúrne vzorce sú zobrazené na obr. 1.6.  
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Obr. 1.6 Štruktúrne vzorce študovaných chelátorov:  
(a) 3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina 
(b) 2-(4-aminobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina (R = –NH2)  
a 2-(4-izotiokyanátobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina (R = –NCS). 
 
 
3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina má dva chirálne 
centra, a preto sa môže vyskytovať v štyroch stereoizomérnych usporiadaniach42 
(obr. 1.7). Vplyv stereoizomérie je veľmi dôležitý čo sa týka termodynamickej 
a biologickej stability derivátov bifunkčných chelátorov. Štúdiom derivátov DTPA 
s rôznou stereoizomériou ukázalo, že stereoizoméria daného derivátu môže 
pravdepodobne spôsobiť preorganizovanie DTPA, čím dôjde k ovplyvneniu schopnosti 
viazať kovové ióny30 . Predpokladá sa, že by to mohlo byť spôsobené vplyvom 
desolvatačnej energie komplexu, ktorá je nižšia pri lipofilných derivátoch. Biologická 
stabilita u niektorých derivátov DTPA vykazovala vyššiu stabilitu, ako má samotná 
DTPA, avšak iné deriváty boli zasa viac labilné. 
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Obr. 1.7 Stereoizomérne štruktúry 3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctovej kyseliny. 
 
 
1.5 Stanovenie derivátov DTPA 
 
 
Bolo popísaných veľké množstvo rôznych metód pre stanovenie množstva, resp. čistoty 
polyaminokarboxylových kyselín, ako sú EDTA a DTPA, vo vzorkách. Medzi takéto 
metódy stanovenia patria napríklad kvapalinová a plynová chromatografia, rôzne 
elektroanalytické metódy, ale aj spektrometrické a titračné metódy43. 
Čistota nových chelátorov študovaných v tejto práci bola stanovená mierne 
upravenou chelatometrickou (komplexotvornou) titráciou44. Pri klasickej 
chelatometrickej titrácii sa vzorka s neznámym obsahom stanovovaného kovového iónu 
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titruje s komplexačným činidlom, ktorého presnú koncentráciu sme už predtým 
stanovili napríklad na štandardný roztok dusičnanu olovnatého. Pri tejto upravenej 
chelatometrickej titrácii sa ako odmerný roztok používal štandardný roztok dusičnanu 
olovnatého, s ktorým sa stanovovala čistota študovaného chelátoru. 
 
 
1.6 Stanovenie izotiokyanátových skupín  
  na bifunkčnom chelátore 
 
 
Organické látky obsahujúce izotiokyanátovú skupinu sa vyskytujú v prírode vo veľkom 
zastúpení hlavne v rastlinnej ríši. Jej uplatnenie ako linkera má tiež stúpajúce použitie. 
Z týchto dôvodov boli vyvinuté metódy stanovenia izotiokyanátových skupín vo 
vzorkách bifunkčných chelátorov. 
Stanovenie izotiokyanátových skupín v týchto látkach je dôležité z toho dôvodu, 
že izotiokyanátové skupiny nahrádzajú na bifunkčných chelátoroch amínové skupiny. 
Reakcia, pri ktorej k tejto zámene dochádza, však neprebieha na 100 % a výsledný 
produkt je zmesou bifunkčného chelátora s naviazanou amínovou alebo izotiokyanátovú 
skupinou. 
Jedným z vhodných činidiel pre kvantitatívne stanovenie je napríklad ditiol, 
ktorý reaguje kvantitatívne s izotiokyanátmi za laboratórnych podmienok. Najčastejšie 
používaným ditiolom na stanovenie izotiokyanátov je 1,2-benzénditiol, ktorý reaguje 
s izotiokyanátmi vo svojom nadbytku za vzniku 1,3-benzoditiol-2-tionu. Priebeh reakcie 
je znázornený na obr. 1.8.  
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Obr. 1.8 Reakcia 1,2-benzénditiolu s izotiokyanátom. 
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Výhodou použitia 1,2-benzénditiolu je napríklad to, že reaguje ochotne 
a kvantitatívne s takmer všetkými izotiokyanátmi, cyklický produkt (1,3-benzoditiol-2- 
-tion) je stabilný pri reakčných podmienkach potrebných na kvantitatívne zreagovanie 
s izotiokyanátmi a má vhodné spektrometrické vlastnosti pre citlivé stanovenie v UV 
oblasti45, 46. 
Nevýhodou použitia 1,2-benzénditiolu je jeho nízky bod topenia (27–28 °C) a 
nepríjemný zápach. Pri stanovovaní izotiokyanátov môže niekedy dochádzať 
k zvyšovaniu absorbancie pri vlnovej dĺžke 365 nm, ak sú vo vzorke prítomné niektoré 
látky ako napríklad kyanidy, tiokyanatany a pod.  
Medzi iné metódy, pomocou ktorých sa môžu stanovovať izotiokyanáty, patria 
titrácia s o-hydroxymerkuribenzoátom47 a potenciometrické stanovenie v nevodnom 
prostredí48. 
 
 
1.7 Nepriame spektrofotometrické stanovenie 
  derivátov DTPA 
 
 
Nepriame spektrofotometrické stanovenie derivátov DTPA sa robí kvôli tomu, že 
vznikajúce komplexy DTPA-kov nevykazujú absorbanciu vhodnú na ich stanovenie 
pomocou priamej spektrofotometrie. 
Veľmi dobrou metódou na stanovenie kovov, katiónov a aniónov je molekulová 
absorpčná spektrofotometria v  UV/Vis oblasti49. Väčšina týchto stanovení využíva 
komplexotvorné reakcie kovov, pretože samotná absorpcia kovov je slabá až 
zanedbateľná. Vzniknuté komplexy kovov poskytujú elektrónové spektrá 
s charakteristickými absorpčnými pásmi, ktoré sa líšia od absorpčných pásov samotných 
zložiek komplexu, teda spektier samotného iónu kovu a komplexačného činidla. 
Významné zastúpenie medzi komplexmi kovov, ktoré sú vhodné na 
spektrofotometrické stanovenie kovov v UV/Vis oblasti, majú chelátové komplexy. 
Tieto komplexy majú vysoké konštanty stability a vysoké hodnoty molárnych 
absorpčných koeficientov50. 
Na stanovenie ytritých iónov je ako vhodné komplexačné činidlo používaná 
metyltymolová modrá (MTB), sumárny vzorec C37H49N2O13S (štruktúrny vzorec je 
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zobrazený na obr. 1.9). Je to veľmi citlivé komplexačné činidlo, ktorého komplexačná 
reakcia s kovovým iónom najlepšie prebieha v takmer neutrálnom prostredí (pH ≈ 6,0) a 
v prostredí acetátového pufru51, 52. 
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Obr. 1.9 Štruktúrny vzorec metyltymolovej modrej. 
 
 
1.8 Fluorescenčné stanovenie počtu naviazaných jednotiek 
  chelátoru na jednu molekulu monoklonálnej protilátky 
 
 
Fluorescenčná spektrometria je analytická metóda vhodná na stanovovanie látok, 
ktorých molekuly sú schopné fluorescencie53, 54. Aby mohlo dôjsť k fluorescencii, musí 
molekula prejsť do excitovaného stavu absorpciou žiarenia o vhodnej vlnovej dĺžke. 
Životnosť excitovanej molekuly je krátka a táto molekula môže nežiarivým prechodom 
(napr. vibračná relaxácia) prejsť na nižšiu hladinu a potom dôjde k fotónovému 
vyžiareniu v UV/Vis oblasti spektra, t. j. fluorescencii. Citlivosť stanovenia látok touto 
metódou je o dva až štyri rady vyššia ako je citlivosť absorpčnej molekulovej 
spektrofotometrie. Nevýhodou však je malé množstvo látok, ktoré sú pre toto 
stanovenie vhodné. 
Fluorescenčná spektrometria má svoje uplatnenie i pri štúdiu biomolekulárnych 
štruktúr55. Niektoré ióny kovov, ako napríklad terbium a európium po väzbe na chelátor, 
ktorý obsahuje aromatickú štruktúru, vykazujú schopnosť fluorescencie. Táto schopnosť 
fluorescencie je založená na tom, že energia excitačného žiarenia je pohltená elektrónmi 
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v aromatickej štruktúre a následne sa prenesie na kov, ktorý je potom schopný 
vyžarovať emisné žiarenie56. 
Jednou z prvých prác, ktorá využívala tento dej, bola tvorba konjugátu 
z albumínu a bifunkčného derivátu EDTA. Fenylová štruktúra prítomná na tomto 
deriváte umožnila zvýšiť citlivosť fluorescencie terbia a európia až k mikromolárnym 
koncenráciam57. 
V literatúre56 sú uvedené ako vhodné excitačné vlnové dĺžky 268, 271 a 283 nm 
pre konjugáty obsahujúce ako chelátor NTA, DTPA a EDTA. Ako emisná vlnová dĺžka, 
pri ktorej sa získavajú údaje o meranej vzorke konjugátu, je pre všetky tri vyššie 
uvedené chelátory rovnaká a to 548 nm. 
 
 
1.9 Využitie hmotnostnej spektrometrie pri stanovení počtu 
  naviazaných jednotiek chelátoru na jednu molekulu 
  monoklonálnej protilátky 
 
 
Veľmi dobrou metódou pre stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru na jednu 
molekulu monoklonálnej protilátky je MALDI–TOF MS. Je to jednoduchá metóda, pri 
ktorej nie je potrebné predtým stanoviť presnú koncentráciu monoklonálnej protilátky 
vo vzorke konjugátu na to, aby bol bez rušivých vplyvov stanovený presný počet 
naviazaných jednotiek chelátoru na konjugát. Tiež nie je potrebné dôkladne odstrániť 
nekonjugovaný chelátor zo stanovovanej vzorky. Priemerný počet mólov chelátoru, 
ktorý je naviazaný na jeden mól konjugátu, sa vypočíta z rozdielu hmotností 
stanovovanej vzorky konjugátu chelátor-monoklonálna protilátka a nekonjugovanej 
čistej monoklonálnej protilátky. Intenzita signálu získaná z hmotnostného spektra klesá 
so stúpajúcou heterogenitou v počte naviazaných jednotiek chelátoru konjugovaných 
s mono-klonálnou protilátkou. Štandardné odchýlenie  nameraných hmotností sa podľa 
literatúry pohybuje u vzoriek konjugátov DTPA-MAb v rozpätí 8 až 9 % (cit.58). 
Metóda hmotnostnej spektrometrie bola prvykrát použitá na stanovenie 
stechiometrického molárneho pomeru DTPA kovalentne naviazaného 
k rekombinantnému ľudskému interleukínu 2 (cit.59) a rekombinantnému ľudskému 
granulocytárnemu kolónie stimulujúcemu faktoru60. 
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2  Experimentálna časť 
 
 
2.1  Študované látky 
 
 
Študované chelátory boli novosyntetizované Ladislavom Drožom, podľa41. Išlo o tieto 
látky (štruktúrne vzorce sú uvedené na obr. 2.1): 
• (3S, 5R)-3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina, sumárny 
vzorec C22H32N4O10, molárna hmotnosť 512,51 g mol–1, ďalej ako 
SR-3AB5MDTPA; 
• (3S, 5S)-3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina, sumárny 
vzorec C22H32N4O10, molárna hmotnosť 512,51 g mol–1, ďalej ako 
SS-3AB5MDTPA; 
• 2-(4-aminobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina (absolútna 
konfigurácia doteraz neurčená), sumárny vzorec C22H32N4O10, molárna hmotnosť 
512,51 g mol–1, ďalej ako 2AB6MDTPA; 
• 2-(4-izotiokyanatobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina (absolútna 
konfigurácia doteraz neurčená), sumárny vzorec C23H30N4O10S, molárna hmotnosť 
554,57 g mol–1, ďalej ako 2ITCB6MDTPA. 
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Obr. 2.1 Štruktúrne vzorce študovaných chelátorov:  
(a) (3S, 5R)-3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina, 
(b) (3S, 5S)-3-(4-aminobenzyl)-5-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina, 
(c) 2-(4-aminobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina, 
(d) 2-(4-izotiokyanatobenzyl)-6-metyldietyléntriamínpentaoctová kyselina. 
 
Štandard monoklonálnej protilátky (MAb), ktorý patrí do skupiny 
imunoglobulínov G (priemerná molárna hmotnosť 150000 g mol–1), o presnej 
koncentrácii 2,00 mg ml–1 bol dodaný v sterilnom fyziologickom roztoku o pH = 7,2 
firmou Scintic Diagnostic (Švajčiarsko).  
Študované vzorky konjugátov SS-3AB5MDTPA s monoklonálnou protilátkou 
(MAbC) boli dodané v 0,015 mol dm–3 roztoku octanu sodného firmou Scintic 
Diagnostic (Švajčiarsko). Označenie vzoriek a koncentrácie proteínov vo vzorkách  
určená predbežne dodávateľom meraním na HPLC je uvedená v tab. 2.1.  
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Tab. 2.1 Prehľad vzoriek konjugátov SS-3AB5MDTPA s monoklonálnou protilátkou a koncentrácie 
proteínu v nich udávané výrobcom. 
 
séria vzorka c 
mg ml–1 
MAbC1 1,50 
MAbC2 1,50 
MAbC3 2,75 
MAbC5 2,50 
I. 
MAbC6 2,50 
MAbC7 –a 
MAbC8 –a II. 
MAbC9 –a 
–a neuvedené 
 
 
2.2 Použité chemikálie 
 
 
Na prípravu zásobných roztokov ytria bol použitý vhodne nariedený certifikovaný 
referenčný roztok ytria ASTASOL® (Analytika, ČR); certifikovaná hodnota a neistota 
bola 1,000 ± 0,002 g l–1 Y2O3 (99,999 %). Zásobný roztok terbia bol pripravený 
nariedením certifikovaného referenčného roztoku terbia ASTASOL® (Analytika, ČR); 
certifikovaná hodnota a neistota bola 1,000 ± 0,002 g l–1 Tb4O7 (99,999 %). 
Chemikálie použité v tejto práci boli, pokiaľ nie je uvedené inak, analytickej 
čistoty: 1,2-benzénditiol 97 % (Alfa Aesar), 3,5-dimetoxy-4-hydroxyškoricová kyselina 
(Fluka), acetonitril 99,9 % (Sigma-Aldrich), azid sodný (Lachema, ČR), 
dihydrogénfosforečnan sodný (Lach-Ner, ČR), DOWEX® A-1 (Dow Chemical 
Company), DTPA ≥ 98 % (Sigma Chemical), dusičnan olovnatý (Lachema, ČR), EDTA 
≥ 99,5 % (Fluka), hexametyléntetramín (Penta, ČR), hydrogénfosforečnan sodný (Lach-
Ner, ČR), hydrogénuhličitan sodný (Lach-Ner, ČR), hydroxid sodný (Penta, ČR), 
chlorid sodný (Lach-Ner, ČR), izopropylizotiokyanát 97 % (Alfa Aesar), kyselina 
citrónová (Lachema, ČR), kyselina octová (Lach-Ner, ČR), metanol 99,9 % (Merck), 
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metyltymolová modrá (Lachema, ČR), octan sodný (Lach-Ner, ČR), p-aminobenzoová 
kyselina (Merck), tiokyanatan amónny (Schering-Kahlbaum, SRN), tiokyanatan 
draselný (Lachema, ČR), trifluoroctová kyselina (Fluka), xylenolová oranž (Lachema, 
ČR). 
Pokiaľ nebolo uvedené inak, tak všetky zásobné roztoky použité v tejto práci 
boli pripravené rozpúšťaním v Milli-Q vode. 
 
 
2.3 Použité prístroje 
 
 
Pre meranie a úpravu pH roztokov bol používaný pH meter Jenway 3510 
s kombinovanou sklenenou elektródou Jenway kalibrovanou na štandardné tlmivé 
roztoky o pH = 4,00 a 7,00. 
Molekulové absorpčné spektrá vo viditeľnej a ultrafialovej oblasti boli merané 
na spektrofotometry HP 8453 (Hewlett Packard) s diódovým poľom, riadeným 
softwarom UV-Visible Chemstation, ver. A.09 (Hewlett Packard). Roztoky boli merané 
v kremenných kyvetách o mernej hrúbke 1 cm pri laboratórnej teplote. 
Fluorescenčná spektrometria bola meraná na luminiscenčnom 
spektrofluorimetry Aminco Bowman Series 2 (Thermo Spectronic), riadeným 
softwarom AB2 Luminescence Spectrometer, ver. 5.50 (Thermo Electron). Roztoky 
boli merané pri laboratórnej teplote v kremennej kyvete o vnútorných rozmeroch 
1 × 1 cm v pravouhlom usporiadaní.  
Vysoko účinná kvapalinová chromatografia bola realizovaná na prístroji HPLC 
LaChrom (Merck/Hitachi) s UV a fluorescenčným detektorom. 
Hmotnostná spektrometria bola meraná na spektrometry 4800 Plus 
MALDI/TOF Analyser (Applied Biosystem – MDS Sciex), riadeným softwarom 4000 
Series Explorer ver. 3.5.3. 
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2.4 Stanovenie čistoty bifunkčných chelátorov 
 
 
Navážka vzorky bifunkčného chelátoru okolo 0,02 g presne bola rozpustená v asi 10 ml 
vody s obsahom 40 obj. % metanolu. K roztoku bol pridaný hexametyléntetramín 
o navážke asi 2 g. Roztok bol titrovaný odmerným roztokom dusičnanu olovnatého 
o koncentrácii 0,01 mol dm–3 (o faktore f = 1,0000) z byrety o celkovom objeme 
2,00 ml. Ako indikátor bola použitá xylenolová oranž, titrovalo sa do zmeny zafarbenia 
indikátoru zo žltej na fialovočervenú. 
 
 
2.5 Stanovenie izotiokyanátových skupín vo vzorke  
  chelátoru 
 
 
Pri stanovení izotiokyanátových skupín bol ako reakčné prostredie použitý fosfátový 
tlmivý roztok o pH = 8,5 (pripravený z 0,1 mol dm–3 dihydrogénfosforečnanu sodného 
titráciou roztokom hydroxidu sodného o koncentrácii 2,0 mol dm–3). 
Najskôr bola zostrojená kalibračná priamka postupom, ktorý je uvedený 
v literatúre45. Ako izotiokyanáty na zostrojenie kalibračnej priamky sa použili 
fenylizotiokyanát a izopropylizotiokyanát, ktorých zásobné roztoky boli pripravené 
o koncentrácii 0,1 mol dm–3. Riedením týchto zásobných roztokov bola pripravená 
riediaca rada v koncentračnom rozpätí od 1,25⋅10–6 do 4,00⋅10–5 mol dm–3.  
Ku spektrofotometrickému stanoveniu bol pripravený reakčný systém a to tak, 
že do mikroskúmavky podľa Eppendorfa bolo pipetovaných 1 ml roztoku 
1,2-benzénditiolu o koncentrácii 8⋅10–3 mol dm–3, 0,9 ml fosfátového tlmivého roztoku 
a 0,1 ml roztoku fenylizotiokyanátu, resp. izopropylizotiokyanátu, o danej koncentrácii. 
Ako slepá vzorka bol použitý systém, ktorý namiesto 0,1 ml izotiokyanátu obsahoval 
0,1 ml metanolu. Pred samotným meraním absorbancie sa nechali roztoky stáť pri 
laboratórnej teplote po dobu 20 minút pri fenylizotiokyanáte a 180 minút pri 
izopropylizotiokyanáte. Absorbancia roztokov bola meraná pri vlnovej dĺžke 365 nm. 
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Stanovenie množstva izotiokyanátových skupín vo vzorkách bifunkčného 
chelátoru 2ITCB6MDTPA bolo prevedené analogickým spôsobom. Doba státia vzoriek 
pred samotným meraním bola 20 minút. 
 
 
2.6 Nepriame spektrofotometrické stanovenie 
  chelátorov 
 
 
Ako prostredie pri nepriamom spektrofotometrickom stanovení derivátov DTPA bol 
použitý acetátový tlmivý roztok o pH = 6,73 (pripravený z 0,1 mol dm–3 kyseliny 
octovej titráciou roztokom hydroxidu sodného o koncentrácii 2 mol dm–3). Pri stanovení 
boli použité zásobné roztoky MTB o koncentrácii 1,25⋅10–4 mol dm–3, ytritých iónov 
o koncentrácii 1⋅10–5 mol dm–3 a študovaného chelátoru o koncentrácii 2⋅10–5 mol dm–3. 
Z týchto roztokov boli pripravené reakčné systémy pre samotné nepriame 
spektrofotometrické stanovenie chelátorov. Reakčný systém o celkovom objeme 5 ml 
bol zložený z 1 ml zásobného roztoku MTB, 0,8 ml zásobného roztoku ytritých iónov 
a príslušným prídavkom roztoku študovaného chelátoru a to tak, aby jeho výsledná 
koncentrácia v meranom systéme bola v rozpätí 0–8⋅10–6 mol dm–3. Do celkového 
objemu 5 ml bol reakčný systém doplnený acetátovým tlmivým roztokom. 
Spektrofotometrické meranie bolo prevedené pri vlnovej dĺžke 590 nm. 
 
 
2.7 Stanovenie koncentrácie proteínov  
  vo vzorkách konjugátov 
 
 
Na stanovenie koncentrácie proteínov v študovaných vzorkách MAb a MAbC bola 
použitá metóda merania absorbancie v UV oblasti. Pri tomto meraní sa využíva 
prítomnosť aminokyselín tyrozínu a tryptofánu, ktoré sú prítomné v každom proteíne. 
V menšej miere absorbuje aminokyselina fenylalanín, poprípade disulfidové mostíky 
prítomné v proteínoch. Absorbancia fenylalanínu je však pre stanovenie zanedbateľná. 
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Aminokyseliny tyrozín a tryptofán absorbujú svetlo v UV oblasti spektra pri vlnovej 
dĺžke 275 až 280 nm. Pri vhodnom nariedení proteínovej vzorky je možné stanoviť 
obsah proteínov z hodnoty absorbancie. Molárny absorpčný koeficient sa u väčšiny 
proteínov pohybuje v rozmedzí 3–30 mol–1 m2. Metóda je citlivá pre stanovenie čistých 
proteínov alebo ich zmesí v koncentračnom rozsahu 0,1–1,0 mg ml–1. Nevýhodou pri 
stanovení koncentrácie proteínov touto metódou môžu byť interferujúce látky ako 
niektoré farbivá, Triton X–100, fenoly a organické kofaktory61. 
Vlastné meranie bolo prevedené v 1 cm kremennej kyvete pri vlnovej dĺžke 
280 nm a pri vhodnom nariedení roztokov proteínov. Množstvo proteínu v skúmanej 
vzorke bolo vypočítané z Lambert-Beerovho zákona, keďže imunoglobulíny G 
poskytujú pri vlnovej dĺžke 280 nm v 1 cm kyvete a pri koncentrácii 1 mg ml–1 
absorbaciu 1,4 (cit.62).  
 
 
2.8 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru 
  SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej 
  protilátky pomocou fluorescenčnej spektrometrie 
 
 
Pri fluorescenčnej spektrometrii bol ako prostredie použitý citrátový tlmivý roztok  
o pH = 6,00 (pripravený z kyseliny citrónovej o koncentrácii 5⋅10–2 mol dm–3 titráciou 
roztokom hydroxidu sodného o koncentrácii 2,0 mol dm–3). Ako fluorescenčné činidlo 
boli použité terbité ióny. 
Najprv boli optimalizované podmienky stanovenia určením najvhodnejšej 
excitačnej vlnovej dĺžky a emisnej vlnovej dĺžky. Reakčný roztok, ktorý bol použitý na 
optimalizáciu podmienok stanovenia obsahoval 1,8 ml citrátového tlmivého roztoku, 
0,2 ml zásobného roztoku konjugátu MAbC2 a 10 μl roztoku terbitých iónov 
o koncentrácii 1⋅10–2 mol dm–3, čím sa zabezpečil dostatočný nadbytok terbia v reakčnej 
zmesi oproti koncentrácii konjugátu a jeho predpokladanom počte naviazaných 
jednotiek chelátoru, ktoré terbium na seba viažu. 
Samotné stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA 
na jednu molekulu monoklonálnej protilátky v konjugáte MAbC2 bolo prevedené 
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v reakčnom systéme, ktorý obsahoval 1,8 ml citrátového tlmivého roztoku, 0,2 ml 
vzorky konjugátu MAbC2. Tento reakčný systém bol vo fluorimetrickej kyvete 
titrovaný roztokom terbitých iónov o koncentrácii 6⋅10–4 mol dm–3 (takto vysoká 
koncentrácia terbia umožnila pridávať roztok terbia do systému v objemoch 4 μl, čím sa 
zabránilo príliš veľkému zrieďovaniu konjugátu v reakčnom systéme). 
 
 
2.9 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru 
  SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej 
  protilátky pomocou HPLC 
 
 
Roztoky vzoriek pre HPLC meranie o celkovom objeme 0,2 ml boli pripravené tak, že 
koncentrácia monoklonálnej protilátky, resp. konjugátu MAbC2, bola vo všetkých 
roztokoch vždy rovnaká 7,5⋅10–6 mol dm–3 (vyjadrené ako proteín) a koncentrácia 
terbitých iónov v koncentračnom rozpätí 0,9–9,0⋅10–5 mol dm–3 bola pripravená 
pridávaním zodpovedajúceho množstva zásobného roztoku terbitých iónov 
o koncentrácii 6⋅10–4 mol dm–3. Vzorky boli do celkového objemu 0,2 ml doplnené 
citrátovým tlmivým roztokom o pH = 6,00 (príprava pozri kapitola 2.8). 
HPLC meranie bolo realizované na gélovej filtračnej kolóne Bio-Sil® SEC 250 
(Bio-Rad), o dĺžke 300 mm a priemeru 7,8 mm. Ako mobilná fáza bol použitý roztok, 
ktorého zloženie bolo: 0,05 mol dm–3 NaH2PO4, 0,05 mol dm–3 Na2HPO4,  
0,15 mol dm–3 NaCl a 0,01 mol dm–3 NaN3; výsledné pH roztoku bolo 6,8. Prietok 
mobilné fázy kolónou bol 1 ml min–1. Meranie prebiehalo za laboratórnej teploty. 
Nastrekovanie vzorky na kolónu bolo 20 μl. UV detektor bol nastavený na vlnovú dĺžku 
280 nm a fluorescenčný  detektor bol nastavený na excitačnú vlnovú dĺžku 285 nm 
a emisnú vlnovú dĺžku 591 nm. 
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2.10 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru 
  SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej 
  protilátky pomocou hmotnostnej spektrometrie 
 
 
Pri stanovení počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu 
molekulu monoklonálnej protilátky pomocou hmotnostnej spektrometrie boli roztoky 
konjugátov zriedené v pomere 1:20 vodou, a následne boli alikvoty o objeme 0,5 μl 
nanesené na terčík pre MALDI a nechali sa vysušiť. Vysušené vzorky boli prevstvené 
0,5 μl roztoku matrice (10 mg/ml 3,5-dimetoxy-4-hydroxyškoricová kyselina v 50 % 
acetonitrile s 0,05 % trifluoroctovou kyselinou). 
Spektrá boli merané v lineárnom režime s urýchľujúcim napätím 20 kV, napätie 
detektora bolo 2,19 kV, frekvencia lasera bola 200 Hz. Pre každé spektrum bolo 
nasčítaných minimálne 5000 spektier po jednotlivých pulzoch laseru. 
 
 
2.11 Metódy spracovania nameraných dát 
 
 
Namerané dáta boli spracované bežnými štatistickými postupmi63. Výsledky meraní sú 
mediány minimálne z troch meraní,  štatisticky testovaných na odľahlosť na základe 
Dixonovho a Deanovho testu. 
Lineárne závislosti dvoch premenných boli spracované metódou lineárnej 
regresie s vyhodnotením príslušných odchýlok a korelačných koeficientov. Štatistický 
limit kvantifikácie (LOQ) bol vypočítaný podľa vzťahu: 
 
a
s
LOQ x/y
⋅= 10  (2.1)
 
kde sy/x je smerodajná odchylka lineárnej regresie a a je smernica lineárnej regresie. 
Výpočty boli realizované pomocou softwarových programov Microcal Origin 
6.0 (Microcal Software) a Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation). 
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3  Výsledky a diskusia 
 
 
3.1 Stanovenie čistoty a akosti chelátorov 
 
 
3.1.1 Stanovenie čistoty študovaných chelátorov 
 
 
Navrhnuté titračné stanovenie čistoty študovaných chelátorov bolo najprv otestované na 
správnosť pomocou komerčne dostupných čistých chelátorov EDTA a DTPA. 
Z výsledkov uvedených v tab. 3.1 je možné vidieť, že navrhnutá metóda stanovenia 
čistoty chelátorov je správna, pretože stanovené čistoty EDTA a DTPA sa zhodujú 
s hodnotami udávanými výrobcami. Výsledky stanovení čistoty študovaných chelátorov 
sú uvedené v tab. 3.2. 
 
Tab. 3.1 Overenie správnosti stanovenia čistoty chelátorov nepriamou chelátometrickou titráciou. 
 
vzorka chelátoru čistota, % 
 udaná výrobcom stanovená 
DTPA ≥ 98 99,4 ± 0,65 
EDTA ≥ 99,5 99,6 ± 0,39 
 
 
Tab. 3.2 Čistota študovaných chelátorov stanovená nepriamou chelátometrickou titráciou. 
 
vzorka chelátoru stanovená čistota, % 
SR-3AB5MDTPA 79,7 ± 0,65 
SS-3AB5MDTPA 82,9 ± 3,64 
2AB6MDTPA 72,3 ± 1,17 
2ITCB6MDTPA 90,3 ± 3,90 
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3.1.2 Stanovenie izotiokyanátových skupín  
  vo vzorke chelátoru 2ITCB6MDTPA 
 
 
Doba, počas ktorej sa nechali vzorky reagovať s činidlom pri laboratórnej teplote, bola 
určená spektrofotometrickým meraním kinetiky tvorby produktu 1,3-benzoditiol- 
-2-tionu, ktorý vznikol reakciou medzi 1,2-benzénditiolom a izotiokyanátom. Vzorka, 
pomocou ktorej bola meraná kinetika tvorby produktu, obsahovala 1 ml 1,2-benzén-
ditiolu o koncentrácii 8⋅10–3 mol dm–3, 0,9 ml fosfátového tlmivého roztoku a 0,1 ml 
fenylizotiokyanátu, resp. izopropylizotiokyanátu o koncentrácii 4⋅10–5 mol dm–3. 
Priebeh tvorby produktu bol zhodný s literatúrou46. Priebehy tvorby produktu pre 
fenylizotiokyanát, resp. izopropylizotiokyanát sú zobrazené na obr. 3.1. 
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Obr. 3.1 Spektrofotometrické sledovanie priebehu tvorby produktu 1,3-benzoditiol-2-tionu vznikajúceho 
reakciou medzi 1,2-benzénditiolom a (a) fenylizotiokyanátom, resp. (b) izopropylizotiokyanátom;
c(1,2-benzénditiol) = 4⋅10–3 mol dm–3, c(izotiokyanát) = 2⋅10–6 mol dm–3, fosfátový tlmivý roztok 
pH = 8,5, merané v 1 cm kyvete. 
 
Zo získaných kriviek priebehu tvorby produktu 1,3-benzoditiol-2-tionu vidieť, 
že izopropylizotiokyanát nie je celkom vhodný pre zostrojenie kalibračnej priamky, 
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pretože doba státia vzoriek pred samotným meraním absorbancie je veľmi dlhá. Naopak 
fenylizotiokyanát tvorí produkt rýchlo, a preto je vhodnejší na zostrojenie kalibračnej 
priamky. 
Samotnému stanoveniu počtu izotiokyanátových skupín vo vzorke chelátoru 
2ITCB6MDTPA predchádzalo zostrojenie kalibračných priamok pre fenylizotiokyanát 
a izopropylizotiokyanát, ktoré sú znázornené na obr. 3.2; rovnice kalibračných priamok 
a príslušné štatistické parametre sú uvedené v tab. 3.3. Kalibračná priamka bola 
zostrojená aj pre izopropylizotiokyanát, ktorý ako sa píše v predchádzajúcom odseku, 
nie je na jej zostrojenie celkom vhodný. 
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Obr. 3.2 Kalibračná priamka pre spektrofotometrické stanovenie izotiokyanátových skupín získaná 
reakciou 1,2-benzénditiolu s (1) izopropylizotiokyanátom a (2) fenylizotiokyanátom; c(1,2-benzén- 
ditiol) = 4⋅10–3 mol dm–3, fosfátový tlmivý roztok pH = 8,5, merané v 1 cm kyvete. 
 
Tab. 3.3 Rovnice kalibračných priamok pre spektrofotometrické stanovenie izotiokyanátových skupín; 
c(1,2-benzénditiol) = 4⋅10–3 mol dm–3, fosfátový tlmivý roztok pH = 8,5, merané v 1 cm kyvete. 
 
kalibračný štandard rovnica r LOQ, mol dm–3 
izopropylizotiokyanát A = 11824 c 0,9957 1,5⋅10–5 
fenylizotiokyanát A = 9346 c 0,9995 5,0⋅10–6 
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Pri samotnom stanovení počtu izotiokyanátových skupín vo vzorke chelátoru 
2ITCB6MDTPA neboli dosiahnuté uspokojivé výsledky, pretože pri stanovení boli 
použité koncentrácie chelátoru (2⋅10–5 mol dm–3), ktoré by mali teoreticky spadať do 
stredu nameranej kalibračnej priamky. Dosiahnuté výsledky zo stanovenia 
izotiokyanátových skupín v chelátore však boli posunuté k vyšším koncentráciam, čo by 
znamenalo, že koncentrácia časti chelátoru s naviazanými izotiokyanátovými skupinami 
je vyššia ako je koncentrácia celého chelátoru prítomného vo vzorke. 
Z týchto dôvodov bol overený možný vplyv niektorých látok na absorbanciu 
vzorky chelátora 2ITCB6MDTPA. Overený bol vplyv kyanidu draselného, resp. 
tiokyanidu draselného na stanovovanú vzorku. Negatívny vplyv kyanidu, resp. 
tiokyanidu však nebol potvrdený, pretože prítomnosť oboch látok vo vzorke zvyšovala 
absorbanciu zanedbateľne. Ďalší negatívny vplyv mohol byť spôsobený prítomnosťou 
voľných amínových skupín na chelátore, pri ktorom nedošlo k nahradeniu amínovej 
skupiny za izotiokyanátovú. Pomocou PABA však bolo opäť potvrdené, že voľné amino 
skupiny na zvyšovanie absorbancie nemajú žiadny vplyv. Možný vplyv nitrilovej 
skupiny na zvyšovanie absorbancie bol overovaný acentonitrilom. Ani pri tejto látke sa 
však nepotvrdil jej vplyv na zvyšovanie absorbancie. 
Z vyššie uvedeného dôvodu preto nemohlo byť stanovené množstvo 
izotiokyanátových skupín vo vzorke chelátora 2ITCB6MDTPA. 
 
 
3.2 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru 
  vo vzorkách konjugátov SR-3AB5MDTPA  
  s monoklonálnou protilátkou 
 
 
3.2.1   Overenie výberu vhodnej vlnovej dĺžky pre stanovenie ytria 
  pomocou metyltymolovej modrej 
 
 
Pre výber vhodnej vlnovej dĺžky na analytické stanovenie ytria pomocou MTB bolo 
premerané absorpčné spektrum MTB a jeho komplexu s ytriom v prostredí acetátového 
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tlmivého roztoku o pH = 6,73. Priebehy absorbancií MTB a komplexu Y:MTB sú 
zobrazené na obr. 3.3a. Vhodná vlnová dĺžka bola vybraná na základe maximálneho 
rozdielu absorbancií MTB a komplexu Y:MTB (obr. 3.3b). Tejto hodnote zodpovedala 
vlnová dĺžka 590 nm.  
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Obr. 3.3 Výber vhodnej vlnovej dĺžky pre stanovenie ytria pomocou metyltymolovej modrej: 
(a) závislosť absorbancie MTB (krivka 2) a komplexu Y:MTB (krivka 1) na vlnovej dĺžke v prostredí 
acetátového tlmivého roztoku o pH = 6,73, c(MTB) = 5⋅10–5 mol dm–3, c(Y) = 5⋅10–5 mol dm–3; 
(b) diferenčná krivka získaná po odčítaní absorpčných kriviek komplexu Y:MTB a MTB. 
 
 
3.2.2 Stanovenie celkovej koncentrácie proteínov 
  vo vzorkách konjugátov 
 
  
Koncentrácia proteínov vo vzorkách MAb a MAbC bola stanovená pomocou metódy 
založenej na meraní absorbancie vzoriek obsahujúcich proteíny pri vlnovej dĺžke 
280 nm. Princíp tejto metódy je popísaný v kapitole 2.4. Stanovené koncentrácie sú 
uvedené v tab. 3.4. 
Stanovené koncentrácie pomocou merania UV absorpcie pri 280 nm sa 
prakticky zhodujú z hodnotami, ktoré udáva výrobca. Táto zhoda je ukázaná na obr. 3.4. 
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Tab. 3.4 Namerané koncentrácie proteínov v študovaných vzorkách čistej monoklonálnej protilátky MAb 
a konjugátov MAbC. 
 
vzorka 
c 
mg ml–1 
MAb 2,08 
MAbC1 1,51 
MAbC2 1,54 
MAbC3 2,64 
MAbC5 2,67 
MAbC6 2,56 
MAbC7 5,91 
MAbC8 6,04 
MAbC9 3,42 
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Obr. 3.4 Porovnanie koncentrácií proteinov v študovaných vzorkách čistej monoklonálnej protilátky MAb 
a konjugátov MAbC uvedených výrobcom a stanovených. 
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3.2.3 Štúdium vplyvu monoklonálnej protilátky na nepriame 
  spektrofotometrické stanovenie SR-3AB5MDTPA pomocou 
  komplexu ytrium-metyltymolová modrá 
 
 
Nepriame spektrofotometrické stanovenie komplexácie ytria s chelátorom 
SR-3AB5MDTPA bolo použité na stanovenie počtu jednotiek chelátoru naviazaných na 
monoklonálnu protilátku. Z toho dôvodu bol študovaný vplyv prítomnosti 
monoklonálnej protilátky na kalibračnú priamku v závislosti absorbancie absorpčného 
maxima komplexu Y:MTB na koncentrácii pridanej SR-3AB5MDTPA. Kalibračná 
priamka bola nameraná v systéme bez prítomnosti monoklonálnej protilátky 
a v systéme, v ktorom bola monoklonálna protilátka prítomná. Množstvo 
monoklonálnej protilátky v študovanom systéme bolo vždy konštantné  
1,6⋅10–6 mol dm–3 (t. j. 0,24 mg ml–1). Táto koncentrácia monoklonálnej protilátky bola 
vybraná podľa literatúry26. Obe kalibračné priamky sú znázornené na obr. 3.5. Rovnice 
príslušných kalibračných priamok sú zobrazené v tab. 3.5. 
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Obr. 3.5 Závislosť absorbancie v absorpčnom maxime komplexu Y:MTB na koncentrácii pridanej 
SR-3AB5MDTPA v prítomnosti MAb o koncentrácii (1) 0 mol dm–3 a (2) 1,6⋅10–6 mol dm–3; 
c(MTB) = 2,5⋅10–5 mol dm–3, c(Y) = 8⋅10–6 mol dm–3, acetátový tlmivý roztok o pH = 6,73. 
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Tab. 3.5 Rovnice kalibračných priamok závislosti absorbancie absorpčného maxima komplexu Y:MTB 
na koncentrácii pridanej SR-3AB5MDTPA v prítomnosti MAb; c(MTB) = 2,5⋅10–5 mol dm–3,  
c(Y) = 8⋅10–6 mol dm–3, acetátový tlmivý roztok o pH = 6,73. 
 
c(MAb), 106 mol dm–3 rovnica  
0,0 A590 = – 9200 c + 0,13 (3.1) 
1,6 A590 = – 7100 c + 0,14 (3.2) 
 
 
Ako je vidieť z obr. 3.5 prítomnosť MAb zvyšuje konštantne absorbanciu 
komplexu Y:MTB, k odstráneniu tohoto vplyvu bola MAb (o rovnakej koncentrácii ako 
vo vzorke) pridávaná aj do referenčnej vzorky, na ktorú bol nulovaný spektrofotometer. 
Za týchto podmienok bola namerená kalibračná priamka pre stanovenie počtu jednotiek 
SR-3AB5MDTPA naviazaných na monoklonálnu protilátku (obr. 3.6), ktorá má rovnicu 
 
A = – 0,0146 nL + 0,1323 (3.3)
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Obr. 3.6 Kalibračná priamka pre stanovenie počtu jednotiek SR-3AB5MDTPA naviazaných na 
monoklonálnu protilátku z poklesu absorbancie komplexu Y:MTB; c(MTB) = 2,5⋅10–5 mol dm–3,  
c(Y) = 8⋅10–6 mol dm–3, acetátový tlmivý roztok o pH = 6,73. 
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3.2.4 Spektrofotometrické stanovenie počtu naviazaných jednotiek 
  chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej 
  protilátky 
 
 
Na základe získaných poznatkov z kapitoly 3.2.3 bola navrhnutá a otestovaná nová 
analytická metóda pre nepriame spektrofotometrické stanovenie počtu naviazaných 
jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej protilátky. 
Táto metóda pozostáva z dvoch krokov: 
1. stanovenie celkovej koncentrácie proteínov v študovanom konjugáte meraním 
absorbancie v UV oblasti pri vlnovej dĺžke 280 nm (kapitola 3.2) a jej následná 
úprava na hodnotu 1,6⋅10–6 mol dm–3; 
2. stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednej 
molekule MAbC pomocou nepriameho spektrofotometrického merania z úbytku 
absorbancie komplexu ytrium-metyltymolová modrá podľa rovnice (3.3). 
 
 
3.2.4.1 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA 
  na jednu molekulu monoklonálnej protilátky v prvej sérii konjugátov 
 
 
Prvá séria konjugátov (MAbC1, MAbC2, MAbC3, MAbC5, MAbC6) bola štúdovaná v 
predošlej práci Pavlíny Klimentovej1. K overeniu reprodukovateľnosti merania boli 
znovu stanovené počty jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA. Výsledky jednotlivých 
analytických stanovení sú zhrnuté v tab. 3.6.  
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Tab. 3.6 Výsledky stanovenia počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu 
molekulu MAb v prvej sérii konjugátov. 
 
nL 
konjugát 
literatúra1 zmerané 
MAbC1 2,8 1,1 
MAbC2 6,3 6,1 
MAbC3 1,8 3,8 
MAbC5 3,3 3,2 
MAbC6 3,1 3,1 
 
 
Výsledky, ktoré som dosiahol, sa takmer zhodujú s výsledkami, ktoré dosiahla 
Pavlína Klimentová. Výrazný rozdiel bol zistený pri konjugátoch MAbC1 a MAbC3, 
kde by sa dalo predpokladať, že pri stanovení ktoré previedla Klimentová došlo 
k zámene označenia vzoriek týchto konjugátov. Na základe takmer presnej zhody medzi 
jednotlivými nezávislými analytickými stanoveniami sa môže vyvodiť záver, že 
spektrofotometrické stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru na jednu 
molekulu monoklonálnej protilátky je možné jednoducho zopakovať a dosiahnuté 
výsledky sú presné. 
 
 
3.2.4.2 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA 
  na jednu molekulu monoklonálnej protilátky v druhej sérii konjugátov 
 
 
Pomocou nepriamej spektrofotometrickej metódy boli stanovené počty naviazaných 
jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA aj pre druhú, doposiaľ neanalyzovanú sériu 
konjugátov (MAbC7–MAbC9). Dosiahnuté výsledky sú zhrnuté v tab. 3.7. 
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Tab. 3.7 Výsledky stanovenia počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu 
molekulu MAb v druhej sérii konjugátov. 
 
konjugát nL 
MAbC8 1,5 
MAbC9 2,3 
MAbC10 6,6 
 
 
 
3.2.5 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru 
  SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej protilátky 
  pomocou fluorescenčnej spektrometrie 
 
 
Pri fluorescenčnej spektrometrii bola najskôr prevedená optimalizácia vhodnej 
excitačnej, resp. emisnej vlnovej dĺžky. Ako vidieť z obr. 3.7, ako najlepšia excitačná 
vlnová dĺžka bola určená vlnová dĺžka 295 nm a ako najlepšia emisná vlnová dĺžka bola 
určená vlnová dĺžka 591 nm. 
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Obr. 3.7 Optimalizácia najvhodnejších podmienok pre stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátora 
SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej protilátky pre fluorescenčné stanovenie;  
c(MAbC2) = 1⋅10–6 mol dm–3, c(Tb) = 5⋅10–5 mol dm–3, citrátový tlmivý roztok pH = 6,00. 
 
 
Za týchto optimálnych podmienok bolo najprv overené, že samotná 
monoklonálna protilátka a ani samotné terbium nemajú vplyv na zvyšovanie nameranej 
emisie. Reakčný systém na overenie vplyvu monoklonálnej protilátky na stanovenie 
obsahoval 1,8 ml citrátového tlmivého roztoku, 0,2 ml čistej monoklonálnej protilátky 
(MAb) o koncentrácii 1,3⋅10–5 mol dm–3, a tento reakčný systém bol vo fluorimetrickej 
kyvete titrovaný roztokom terbitých iónov o koncentrácii 6⋅10–4 mol dm–3. Reakčný 
systém na overenie vplyvu terbitých iónov na stanovenie obsahoval 1,8 ml citrátového 
tlmivého roztoku, 0,2 ml vody, a tento reakčný systém bol vo flourimetrickej kyvete 
titrovaný roztokom terbitých iónov o koncentrácii 6⋅10–4 mol dm–3. Dosiahnuté 
výsledky týchto meraní sú zobrazené na obr. 3.8. Ako je z obr. 3.8 vidieť, 
monoklonálna protilátka nemala vplyv na zvyšovanie emisie počas titrácie reakčného 
systému roztokom terbitých iónov. Taktiež samotné terbité ióny nevykazujú žiadny 
nárast emisie počas ich stúpajúcej koncentrácii v reakčnom systéme. 
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Obr. 3.8 Vplyv koncentrácie terbitých iónov na fluorescenciu (1) monoklonálnej protilátky o koncentrácii 
1,3⋅10–6 mol dm–3 a (2) samotného citrátového tlmivého roztoku; λexcitácia = 295 nm,  λemisia = 591 nm. 
 
Po týchto predbežných experimentoch bolo pristúpené ku stanoveniu počtu 
naviazaných jednotiek bifunkčného chelátora SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu 
konjugátu MAbC2. Pri tomto stanovení bol reakčný systém zložený z 1,8 ml 
citrátového tlmivého roztoku,  0,2 ml konjugátu MAbC2, a tento reakčný systém bol vo 
fluorimetrickej kyvete titrovaný roztokom terbitých iónov o koncentrácii  
6⋅10–4 mol dm–3. Pridávané terbium spôsobovalo rast fluorescencie až do okamžiku, 
keď boli všetky jednotky bifunkčného chelátora SR-3AB5MDTPA na konjugáte 
MAbC2 úplne obsadené naviazaným terbiom. Tento rast je zobrazený na obr. 3.9. Na 
obr. 3.10 je zobrazený priebeh závislosti fluorescencie pri vlnovej dĺžke emisie 591 nm 
roztoku MAbC2 na koncentrácii pridaných terbitých iónov. 
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Obr. 3.9 Rast fluorescencie roztoku konjugátu MAbC2 spôsobený pridávaním terbitých iónov, 
koncentrácia terbitých iónov (1) 0 mol dm–3 a (2) 4,2⋅10–5 mol dm–3; c(MAbC2) = 1⋅10–6 mol dm–3, 
citrátový tlmivý roztok pH = 6,00, λexcitácia = 295 nm. 
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Obr. 3.10 Závislosť fluorescencie roztoku MAbC2 na koncentrácii pridaných terbitých iónov;  
c(MAbC2) = 1⋅10–6 mol dm–3, citrátový tlmivý roztok pH = 6,00, λexcitácia = 295 nm, λemisia = 591 nm. 
 
Očakávaný zlom v priebehu závislosti fluorescencie roztoku MAbC2 na 
koncentrácii pridaných terbitých iónov po nasýtení všetkých jednotiek bifunkčného 
chelátora SR-3AB5MDTPA nebol úplne ostrý. Problémom mohla byť väzba 
nadbytočných terbitých iónov na iné časti monoklonálnej protilátky (napríklad 
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aminokyseliny s benzénovým jadrom). K odstráneniu nadbytočných terbitých iónov bol 
do reakčnej zmesi v kyvete pridaný iónomenič DOWEX® A-1. V priebehu merania sa 
ale ukázalo, že aj samotný iónomenič vykazoval po väzbe terbitých iónov zvyšovanie 
fluorescencie (pozri obr. 3.11). 
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Obr. 3.11 Závislosť fluorescencie roztoku obsahujúceho guľôčky DOWEX® A-1 na koncentrácii 
pridaných terbitých iónov; reakčný systém bol zložený z 1,8 ml citrátového tlmivého roztoku pH = 6,00, 
0,2 ml vody, 0,2 g guľôčok DOWEX® A-1, λexcitácia = 295 nm, λemisia = 591 nm. 
 
Ďalší pokus o odstránenie možného vplyvu nadbytočného množstva terbitých 
iónov v reakčnom systéme bol prevedený oddelením terbitých iónov od konjugátu, 
ktorý bol nasýtený terbiom. Delenie bolo prevedené pomocou HPLC s UV 
a fluorescenčnou detekciou. Z časových dôvodov však nebolo možné navrhnúť vhodný 
reakčný systém, pomocou ktorého by bolo možné stanoviť počet naviazaných jednotiek 
chelátoru na jednej molekule monoklonálnej protilátky v stanovovanom konjugáte 
MAbC2. 
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3.2.6 Stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru 
  SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej protilátky 
  pomocou hmotnostnej spektrometrie 
 
 
Hmotnostná spektrometria poskytla výsledky, ktoré zachytávajú informácie o počte 
naviazaných jednotiek chelátoru na jednu molekulu monoklonálnej protilátky iným 
spôsobom než predchádzajúce metódy. Pretože u neriedených vzoriek nebolo možné 
dosiahnúť merateľný signál, vzorky boli nariedené, čím sa dosiahol vhodnejší pomer 
konjugátu, soli a matrice. Touto úpravou stúpla intenzita signálu o dva rady. Pre všetky 
dostupné konjugáty bolo premeraných 15 vzoriek pre presnejšie určenie molekulovej 
hmotnosti. V súlade s literatúrou58 bolo pozorované, že najužší pík poskytuje čistá 
protilátka. So vzrastajúcim podielom chelatačných skupín sa pík rozširoval a klesala 
účinnosť ionizácie. 
Na obr. 3.12 je uvedená ukážka hmotnostných spektier čistej monoklonálnej 
protilátky (MAb) a konjugátu MAbC2. Počet naviazaných jednotiek chelátoru na jednu 
molekulu monoklonálnej protilátky bol vypočítaný na základe rozdielu hmotnosti 
konjugovanej protilátky a čistej protilátky, ktorý bol vydelený molekulovou 
hmotnosťou chelátora. Tab. 3.8 uvádza priemerný počet naviazaných jednotiek 
chelátora na jednu molekulu monoklonálnej protilátky. Tieto hodnoty boli vypočítane 
ako priemer z 15 meraní pre každú vzorku. 
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Obr. 3.12 Hmotnostné spektrum (1) čistej monoklonálnej protilátky MAb, (2) konjugátu MAbC2. 
 
Tab. 3.8 Priemerné molárne hmotnosti študovaných konjugátov a odpovedajúce počty naviazaných 
jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej protilátky stanovené pomocou 
hmotnostnej spektrometrie. 
 
vzorka Mr nL 
MAb 148192 – 
MAbC1 148589 0,7 
MAbC2 151995 6,9 
MAbC3 149513 2,4 
MAbC5 149344 2,1 
MAbC6 149250 1,9 
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4  Záver 
 
 
Cieľom predkladanej diplomovej práce bolo vyvinúť a aplikovať vhodnú analytickú 
metódu pre stanovenie derivátov dietyléntriamínpentaoctovej kyseliny a jej konjugátov 
s monoklonálnymi protilátkami, ktoré sa javia ako veľmi perspektívne pri cielenej 
diagnostike a liečbe nádorových ochorení. 
V prvej časti diplomovej práce bola navrhnutá mierne upravená 
komplexometrická metóda, pomocou ktorej bola stanovená čistota študovaných 
chelátorov. Táto metóda stanovenia sa ukázala ako presná a ľahko opakovateľná, čo 
bolo preukázané stanovením čistoty EDTA a DTPA. Pre stanovenie naviazaných 
izotiokyanátových skupín bola adaptovaná spektrofotometrická metóda z literatúry, 
avšak jej limity kvantifiácie boli nad koncetráciami študovaných chelátorov.  
Druhá časť diplomovej práce bola zameraná na stanovenie počtu naviazaných 
jednotiek bifunkčného chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednu molekulu monoklonálnej 
protilátky novonavrhnutou spektrofotometrickou metódou. Princíp tejto metódy spočíva 
v úbytku absorbancie komplexu ytrium-metyltymolová modrá, pretože ytrium je 
z tohto komplexu vyväzované chelátorom SR-3AB5MDTPA naviazaným na 
monoklonálnej protilátke. Samotné stanovenie pozostáva z dvoch krokov: 
1. stanovenie celkovej koncentrácie proteínov v študovanom konjugáte meraním 
absorbancie v UV oblasti pri vlnovej dĺžke 280 nm a jej následná úprava na hodnotu 
1,6⋅10–6 mol dm–3; 
2. stanovenie počtu naviazaných jednotiek chelátoru SR-3AB5MDTPA na jednej 
molekule MAbC pomocou nepriameho spektrofotometrického merania z úbytku 
absorbancie komplexu ytrium-metyltymolová modrá podľa rovnice 
 
A = – 0,0146 nL + 0,1323 (3.3)
 
Navrhnutá metóda je dostatočne citlivá a dosiahnuté výsledky stanovenia sú 
ľahko reprodukovateľné. Reprodukovateľnosť merania bola potvrdená zhodou 
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nameraných hodnôt pre prvú sériu konjugátov s výsledkami dosiahnutými Pavlínou 
Klimentovou.  
Správnosť navrhnutého nepriameho spektrofotometrického stanovenia bola 
overovaná fluorescenčnými meraniami a hmotnostnou spektrometriou. Pre 
fluorescenčné merania (spektrálne a HPLC s fluorescenčným detektorom) neboli 
z časových dôvodov nájdené optimálne podmienky stanovenia. Hmotnostnou 
spektrometriou boli nezávisle zmerané počty naviazaných jednotiek chelátoru 
SR-3AB5MDTPA na jednej molekule monoklonálnej protilátky. Z porovnania 
stanovených počtov naviazaných jednotiek chelátora SR-3AB5MDTPA na jednej 
molekule monoklonálnej protilátky spektrofotometrickou metódou a metódou 
hmotnostnej spektrometrie (obr. 4.1) je vidieť, že novonavrhnutá spektrofotometrická 
metóda je správna. Naviac je to metóda lacnejšia, vyžadujúca malé množstvo vzorky a 
rýchlejšia než doposiaľ používané fluorescenčné metódy či metódy hmotnostnej 
spektrometrie. 
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Obr. 4.1 Porovnania stanovených počtov naviazaných jednotiek chelátora SR-3AB5MDTPA na jednej 
molekule monoklonálnej protilátky spektrofotometrickou metódou a metódou hmotnostnej spektrometrie 
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